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研究成果の概要（和文）： 
 

姉妹染色分体の均等な分配には、分裂期チェックポイント因子（Bub1,BubR1）が動原体に局在し機能する

ことが必須である。我々は動原体タンパク質ブリンキンの Bub1,BubR1 結合最小領域の同定に成功し、こ

のドメインが機能的に重要であることを示した。またブリンキンの動原体局在に必須な hMis12 複合体因

子 hMis14 と Heterochromatin Protein-1(HP1)の直接結合を発見し、この結合が双方の局在化を介してイ

ンナーセントロメアと動原体の構造形成に機能することを示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
Mitotic checkpoint ensures the equal segregation of chromosomes during mitosis. We 
identified minimal binding region of blinkin with mitotic checkpoint proteins, Bub1 
and BubR1, and showed this domain is functionally important. Furthermore we 
identified blinkin binding kinetochore protein, hMis14, and showed hMis14-HP 
(heterochromatin protein)-1 interaction is mutually required for their interaction and 
functions. These results provide the new concept that HP1-dependent inner centromre 
assembly could affect the kinetochore assembly and mitotic checkpoint. 
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１．研究開始当初の背景 

 

M 期チェックポイントはすべての染色体
が微小管に補足されるまで後期進行を阻害
する監視機構であり、染色体数恒常性に必
須である。またチェックポイント因子の変
異が癌細胞や MVA 症候群といった遺伝病
で見つかっていることから、その機構の解
明は各種疾患の治療法開発にも必須の知見
を提供する。M 期チェックポイントタンパ
ク質は 1991 年遺伝学的スクリーニングに
より、出芽酵母で同定されて以来、種を通
じた保存性、動原体局在、APC/C-Cdc20
を標的とする事が報告されてきたが、動原
体で直接相互作用する因子が同定されてお
らず、動原体局在化機構、及び動原体にお
ける活性化機構とその制御機構は分子レベ
ルでほとんど理解されていなかった。我々
は M 期 チ ェ ッ ク ポ イ ン ト 因 子
Bub1,BubR1 と直接結合するヒト動原体
タンパク質ブリンキンを世界で初めて同定
し、ブリンキンが動原体におけるチェック
ポイントシグナル生成に必須であることを
示した(Kiyomitsu et al., 2007 Dev. Cell)。 

 

 

２．研究の目的 

 

我 々 は Ｍ 期 チ ェ ッ ク ポ イ ン ト 因 子
Bub1,BubR1 と直接相互作用する動原体タ
ンパク質としてブリンキンを同定し、Bub1, 

BubR1がN末のTPR構造を介してブリンキ
ンと結合することを示していたが、ブリンキ
ンの Bub1,BubR1 結合部位は不明だった。よ
って、ブリンキンの Bub 結合最小領域を同定
し、機能解析することで、動原体における
Bub1,BubR1 の局在化機構、活性化機構を理
解することを目的とした。またブリンキンの
動原体局在は C 末側配列に依存することが
分かっていたが、直接結合する動原体タンパ
ク質とその結合の意義は理解されていなか
った。よって、ブリンキンの C 末領域が直接
結合する動原体タンパク質を同定し、そのタ
ンパク質との結合の意義、またそのタンパク
質の機能について理解することを目指した。 

 

 

３．研究の方法 

 
生細胞観察や yeast 2-hybrid 法などあらゆ
る分子生物学的、細胞生物学的実験を駆使す
る。また共同研究として結晶構造解析も進め
る。具体的には、yeast 2hybrid 法を用いて

結合タンパク質を同定できれば、その後、配
列の保存性に注目して結合欠損変異タンパ
ク質の同定を試みる。結合欠損変異タンパク
質が得られれば、RNAi 法を用いて内在性タン
パク質をノックダウンしたのち、RNAi 耐性プ
ラスミドをトランスフェクションする、ある
いは染色体に組み込んだ RNAi 耐性タンパク
質を発現誘導し、内在性のタンパク質と変異
タンパク質を置換する。その後生細胞観察な
どで、M期の染色体分配動態を解析し、結合
の意義を検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)我々は実施計画に基づいてブリンキンの
Bub1, BubR1 結合最小領域 50 アミノ酸の同定
に成功した。興味深いことにブリンキンの
Bub1,BubR1 結合領域は分離されたが、共通の
モチーフを持つことが明らかとなった。さら
に共同研究をすすめ、ブリンキン部分断片の
精製、結晶化にも成功している。Ｘ線構造解
析の結果からは両者の結合制御に必須なド
メインの存在が示唆されている。またブリン
キンと結合する Bub1 の N 末端側配列の単独
の結晶構造解析から Bub1 は N 末に新たに 2
つ TPR 構造を持つことが明らかとなり、変異
実験によって、これらの TPR 構造もブリンキ
ンとの結合に必要であることを示した。一部
の 結 果 は Boranos-Garsia et al., 2009 
Strusture 誌に報告した。またその他の結果
についても、現在投稿準備中である。 
 
(2)ブリンキンの局在制御を理解する目的で、
動原体局在に必須なブリンキンの部分断片
と hMis12 複合体因子 hMis14/DC8/hNsl1 との
直接結合を同定した。また hMis14 との結合
に必須なブリンキンのアミノ酸も同定した。
このアミノ酸に変異を導入したブリンキン
の C 末断片は hMis14 との結合が細胞内でも
減尐し、動原体局在も減尐した。またブリン
キンの C 末断片を大量発現すると、M 期染色
体整列欠損が観察されたが、hMis14 と結合で
きない変異を導入すると、このドミナントネ
ガティブ効果は抑制された。このドミナント
効果は大量発現されたブリンキン C末断片が
hMis14 と結合し、内在性ブリンキンと hMis14
の結合を阻害するためと考えられた。また N
末の Bub１，BubR1 結合配列を含む領域をブ
リンキンの C 末断片に融合させると、C 末断
片発現によるドミナント効果は一部抑制さ
れた。ブリンキンの M 期機能は Bub1,BubR1
結合配列を含む、N 末領域に大きく依存する



ことが示唆された。以上の結果は現在投稿準
備中である。 
 
(3)hMis14 はブリンキン以外にも、動原体タ
ン パ ク 質 hMis13 、 Heterochromatin 
Protein-1(HP1)と異なるドメインで直接結
合することを明らかにした。hMis14 と HP1 の
直接結合は間期で起こり、M 期では減尐した。
しかし、hMis14 と HP1 の間期での結合は、
hMis1４の M 期動原体局在、HP1 の M 期インナ
ーセントロメア局在に必要であり、動原体及
びインナーセントロメア双方の構造形成に
必要であることを明らかにした。 HP1 RNAi
や HP1 と結合できない hMis14 変異タンパク
質は染色体整列欠損を引き起こした。またこ
れらの細胞では、hMis14 やブリンキンなどそ
の他の動原体タンパク質のクロマチン結合
能が減尐していた。これらの結果は、インナ
ーセントロメアに局在する HP1が染色体分配
にも必要であり、インナーセントロメア構造
形成が動原体構造形成、および M期チェック
ポイントにも関与しうるという新たな概念
を提供した。以上の内容は Kiyomitsu et al., 
2010 Journal of Cell Biology 誌に報告した。                      
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